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障翰
体内に取り込まれた薬物およぴ毒物中生体内老廃物の多くは ､ 肝臓に おける解毒
機構を経 て尿中巌るい は胆汁申 - と排漉される‾o これらは童に輸送担体( 一 部は受
動拡散)を介して肝臓 ヘ と取り込まれ ､ チトクm - ム P-4 50 による代謝反応を受け(常
- 相解蕃)､ GS Tや UDP G Tなどの各種抱合酵素によりグルタチオン やダルクmン酸
など親水性に富んだ物質との抱合体を形成し(第ニ 相解轟)､ 愚線的に は胆管あるい
は血 中 ヘ と輸送担体を介して緋鯉される(第三 相解轟)【1】｡ 胆汁緋鯉経路はか腸 に
おい て 再吸収を受けることにより腸肝循環が起こることから､ 胆汁酸の ホメオスタシス
や薬物の体内動態に影響を与ぇる可能性があることが知られているo
肝臓胆管側膜 止 には ÅT P の加永鎗解エ ネル ギ - を利周して濃縮的に胆汁申 ヘ と
梯 滑を行う - 次性 能動輪遠軽体の存在が確認されて おり､ それらは A TP binding
c as s ett を共通に持つ ことからA B Cトラン スポ - タ - として知られてい る｡ ヒ卜において
は ､ ビン カア ルカmイド申ジゴキシン など脂溶性 ､ カチ身ン 性化 合物を基質とする
p-glyc opr otein (m ultidrug re sita n c eprotein;M D R l)【2, 3]､ 胆汁酸を基質とする bile
s alt e xportpu mp(B S E P)[4,5]､ ビリルビンダルク口 ニドなど生体内老廃物や薬物のグ
ルタチ オン抱合藤やダルクm ン酸抱合体など有機ア ニ オン 性地合物を基質とする
m ultidr ug resistan c e- ass ociated protein 2 (M R P2)[6, 7ト リン脂質を基質とする
M D R3[8, 9]h号確認されている(Sche m e1)｡ またヒトにおける M R p 2の 遺伝的欠損は
Dubin -John s o n syndro m eとして知られ【1 0, 11]､ ビリルビン0)月旦汁緋鯉が行われず,
血管側に発現している MR P3の誘導がみられ ､ 代償的に血 中 へ と輸送され高ビリル
ビン血痕を示すことが知られて いる(Schem e 1)｡ このメカニ ズム は生理学的な解毒シ
ステムとして合理的であり､ 同様に Mrp2 を欠損しているラットである E H B Rや T R
-
fこ
おい てもこ の 現象が棲認され ている【12, 13]o この ことから､ E m Rおよぴ T R
-
は
Dubin-John s o n syndrom e宅デル動物として用い られ ､ これらモデル動物を剛 ＼た胆管
側膜透過能の 比較実験において ､ Mrp2 の 輸送時性から薬物動態に おける役割が明
らか にされてきた｡
Mrp2 は肝臓胆管側膜におい て有機ア ニ オン 性化合物の 胆汁申排池経路の 主要
因予としての みならず, 細胞 内グルタチオン(G S H)を胆管側 - 輸送することで ､ 血管
側との 浸透 圧 差 由来の 水 分子 の 引き込 み で起こる胆 汁酸非依存性胆汁読(Bile
salt-indepe nde Ⅱt now:B SIF)生 成の 主要 因子として考えられて い る[14
-17]｡ これ 披
Bs ep に よる 胆 汁酸輸送 に より生じる胆 汁酸依存性胆 汁流(Bile s alt
-depende n土
no w :B S D F)& 共に胆 汁涜生成に重要な役割を担 って いる(sche m e2)[18j.
このように薬物緋鯉経路として ､ また生理学 的にも重要な蛋由である MTP2 披 ､ 幅
広 い 動物種 に おい て遺伝子 あるい は蚤 白の 発現が確認されて いる【19-28]o 一 方で
各動物穫における Mrp2 の 機能解析はほとん どなされておらず､ 発現 系を 凱 ､た解
析がなされて いるの はヒ卜､ ラット､ ウサギにとどまっ ており[29-32】､ 薬験動物として汎
用きれて いる動物穫 における知見に つ いてはまだ不十分 払 ､えるo
これまでに薬物の胆 汁緋鯉において は広く種差が存在することが経験的に知られ
ており､ 薬物動態を予測する上でも無視できない要 因であるo 興味深 い ことに動物確
聞 において Mrp2 基 質である薬物の肝臓胆管側膜 ベシタル における輸送活性と､in
viv o における肝臓内薬物濃度遵奉の 胆汁緋鯉クリアランスをプロ ットした結果､ 非常
に良い相関性がみられるもの の ､ その絶対値に最大 10倍以 止の 差が確認されて い
る(Ref I)[33】｡ 同様に動物確聞において ､ 体重あたりの胆汁流､ 特に Mrp2の 関与が
示唆されて いるBSIFにも､ 大きな種差が認められている(RefII)[33-3 6]｡ しか しながら､
Mrp2 が 関与すると思われる薬物の胆汁捗滑およぴ BSⅠF におい て見られる種差が ､
Mrp2 の 質的な適いあるい は盈 的な違 い に起因する現象であるかは ､ 現在濠で明ら
かにされていない ｡
医薬品の開発過程におい て薬験動物の動態特性およぴ毒性デ - 剖 ニ関して ､ ヒ卜
へ の外挿は重要な課題であり､ 経験的要素に加え, それを裏付ける実験的聴拠が重
要である｡ 薬物の 胆汁緋鯉における穫差に関しても同様に ､ 実験的根拠となる Mrp2
の 質的およぴ畳的な種差に関する知見は ､ 重要な情報となりうる｡ そこで本研究で は ､
実験動物として 汎用され ているにも関わらず, 未だ機能解析が寧されてい ない 動物種
(マ ウス ､ イヌ , サ ル)M 叩2 の機能解析を行 い ､ Mrp2 分子の 固有輸送活性およぴ基
質親和性など輸送特性と､ 肝臓における発現畳 の種差を調べ ､ 胆汁排池能力におけ
る種差の 原因解明を書式みたo
¢
申
≡恥
畳音量
毒層雲
岳昔袋
l
署量遍
.S;
.⊆ 誓
書藍富
暮⊆笥
ー
喜
星章毒■ ■l■ -1
ト 和 〉〈
甲 】
⑳
≡
0
£
O
α)
の
q)
～
q
ロ)
:コ
ー
F
O
⑳ 0
普.書芸
軍票竜
‥
n
選望葦
蓋量選
蓋詣
蓋害毒
. . 4)
喜網
一望 × 去
ヰ d
R 和
e
o 召冨
粥 a =
砂 4)也
雷撃畠
= < u)
出 血 皿
】
】
J
I
J
N
¢
∈
0
E
O
Gg)
b
馳
昭
閤 対
慧
怨
霊
昭
蛋
曙
関
P･安
登
鼠
”
i
節
㌔
%&
桓 脚
榔
&
的
確
粛濫
i &
%
甑･
観
槻
%
礎
管
@
a
噂由
嘩
鷲
鑑
確
亀》
㊨
藍
㊨
御
由 嘘将
らO
闇 磯
確
a
葺
鹿 部
富
ゴ
首 劫
3
O
巧¢
0
Qu轟簡 改野噛
0
D喝 R亀ぬ払酸
昔 馳 戯曲
托戯
¢ 1¢ 2O 湘 磯) 50 80 7 0
v
m 亀㌔‰ 脚 雇癖噸 如 伽
D 関野-$ 6
陀⑳曹邑 - - - - -暖⑳『『◎邑哉敬意⑳悶 臨℡醜櫓 ⑳閃亀馳◎ u酔亀哉阪◎ ⑳骨望,堵-eB轟悶絶『⑳野馳℡閃y層
g邑u俊哉亀馳轟⑳閃℡竜田紺野鳩6》轟閃色⑳ 6 関V商悶 闇竜骨『⑳ 哉閃感亀的◎ 随意匂孟晶『y
⑳Ⅹ監『℡亀着⑳閃 C宜◎盈『盈閃C @⑳官僚◎ m ⑳6哉酔『香色盈色東門 W遍v ⑳
a
D N P-S Gis aせyp旦C a壱s ubst柑亀e ぬr ra七Mrp2b
a)A Pha F m aGO ほ xpT he r2 9 0:巧3 2 卑-30(1 999)『岳g. 4.
b)Mo遵P ha 5 9:10 77-85(200頂)
陀盈奄 閲oR?S◎ D⑳g 聞⑳閃阪⑳y MRB m晶閃
随直見◎ 野鼠⑳w
3⑳仏領S◎
a
3望q急中署⑳
b･d
⑳4認肘 #
b
増⑳
b
瑠ルSM瑠S.砲
a
宅嗣u m亀閃l阪g 随p聯 ｡》
BS層『
望6血盟申ア@
a,C
閃d d S
a
7
a
瑠廿S-2
a
宅嗣W m高悶絶g 随.樹 .)
m.a,: no官d 托ec息ab8e
陀◎骨畳凄 Sp◎c扇℡S 感岳鞄 『◎閃e @義閃 ぬ重畳⑳菅層⑳w 哉md ぬ岳ヨ⑳ S遜色骨-表md◎p@md℡閃電曹魯⑳聯
a)T he畳iv er;Bio5og ya nd Pa伽o!og y: cha卵e r2 6(1982)
”)Pha rm Re s1 0:1 0 93-96(193)
c)Hepa亀o8og y27:53 7-確5(1 998)
a)A Pha r m a c oほ xpT ho r290:1 32 4-3 0(1999)
寮 - 馨 額準抗原め傍観起鯛 酢野望蔑由⑳淀魔法砕確立
Mrp2 は先に 述 べ たように幅広い 動物棲において発現が確認されて おり[19-27]､
各種特異的な抗体を伺 い た検出およぴ抗体のもつ 交叉性を利周した検出により蛋由
発現単勝番分布などの馬在に関して確認されて いる. しか しこれまでに ､ Mrp2 の臓
希 およぴ発現系に おける相対的な発現比較はなされ ているもの の ､ 絶対的な発現魔
の算出およぴ比較に関しては行われて いない ｡ また, 動物穫間におけるMrp2発現魔
の 比較に関しても絶対発現魔の算出がで蓉ないために明らかにされて いない o
- 方で ､ これまでに報告されている各動物種 Mrp2 の 全長アミノ酸配 列におい て は ､
77- 96 %と高い相 同性を示 すことが確認でき､ 保存されて いる領域が 多い ことが分か
るo これまでに伸製されて いる Mrp2 検出抗体に関しては ､ 様々 な部位に対して惟製
されているもの の ､ 種間の 交叉性に関して は不 明な点も多い ｡
骨こで動物確聞に おける Mrp2蛋由の絶対的な発現畳の比較を行うべ(､ Mrp2にお
ける磯準晶となるものを仲裁し､ Mrp2 蛋白の定魔法の確立およぴ絶対発現魔の算
出を書乱掛ることにした ｡
当研究室の 所有する Mrp2検出抗体は､ い ずれもヒ卜, あるい はラット Mrp2 のカル
ポ卑シ末端 12ア芸ノ酸を抗原認織部位として伸製されたものであり【2 1, 35]､ 各動物
種 Mrp2 においても
ー
12ア罵ノ酸の 申 8-11アミノ酸が 一 致するという高い相同性が維
持され ているo この ことよりMrp2検出抗体の放談部位を食む ､ 各動物穫 Mrp2カルポ
卑シ宋端 52- 53アミノ酸をマ ルト ー ス結合 蛋白と融合させたものを標準抗原とし､ 既
存抗血清との 反応性を確認し､ 反応効率を考慮して絶対発現盈およぴ種間の相 対的
な発現 比較が可能で象るかを検討したo
薬療材料ぬよぴ激浪
ト1. 試
RN A-Solv Re age由 は o M E G A BIO T E Kより購入した｡ oligote文一d T3 0, R N A PCR
kit(A M V)vcr.2.1およぴE A S Y Trap v c r,2は TA K A R A B互O IN C.より購Åした｡ R O D
plu skit は T O Y O B O C O. ,LT Dより購入したo QⅠA G･E Npla smi d kit は QIAGE N
s cie n c e sより購Åした｡PM A Lpr otein 触ion a nd purification syste m は New Engla nd
Biolabs ⅠN C.より購Åしたo その 他の試薬に関しては特級 ､ あるい は - 級のものを伺
いた｡
1-2. 月弓
B A L B/c m ous e( 雄性, 30g前後)を田本エ ス エ ルシ ー (棟) より購入した. Be agle dog
肝臓､ およぴcrab-e ating m a c aqu e肝臓は三 共株式会社より提供してい ただい た.
旦 姻 整数由由盛塵腰盈
各動物穫(マ ウス ､ イヌ ､ サ ル)の肝臓を摘出後, 1g 前後に切断したものを - 度渡体
窒素 により凍賭した｡ R N A- so且v Re age ntを用 い凍結した肝臓よりTotal R N Aを抽出し､
更に 01igote x-d T 30ビ ー ズにより mRNA に精製した . Takara R N A P C Rkitを月凱＼て
Rever se Tr a n s cripta?e 反応を行い ､ そこで得られた R T産物を周しlて 下の 各種prim e r
セットで K O Dplu skitを用ル､て約 170bp の Mrp2 のカルポキシ末端部位を増幅し､
E A S Y Tr ap v c r.2を 削 ､て回収した. ヒトおよぴラットMrp2に関して､ 既に件製済みの
Hu m an M R P 2/pBlueScriptS K ⅠⅠ(-), Rat Mrp2/PF A S T B A C lを月恥ヽて 同 一 部位を同
様に増幅し､ 約1 70bp の Mrp2 のカルポキシ末端部位を得た｡ 得られた各種 Mrp2カ
ルポキシ末端部位の cD N Aを Ec oRI-Sa見 で制限酵素処理し､ 同様に EcoR1-Sam で
制 限酵素処理したマ ル卜 00 ス結合蛋白融合 ベクタ ー であるpM A レc2v e cto rに組 み込
み ､ 各種 Mrp2カルポ卑シ末端融合蛋白発現 pla smidを伸成したo
R T-PCR 条件;
p rim e r( - 重およぴニ 重下線はそれぞれ EcoR I, SalIサイトを示す)
univ er sal Mrp2 Forw ard;5
'
- C A CAGG G A A T T C A C C A T C ATG G A C AG T G A C-3
'
Hu m a nMrp2 Re v e rs e;
RatMrp2 Re v e rse;
Mo u s eMrp2Re v er s e;
Dog Mrp2Re ve r se;
M o nkey MTP2 Reve rse;
5' - C C豊玉差込£T A G A AT T T T G T G C T G T T C-3
'
5' - C C弧 芸込£T A G A G C T C T G T G T G A T T-3
'
5' - GGAA C C庄王∈:良基∈T A G A G C T C CGTGTGG T T C-3
'
5' - GG G A C豊玉 造兵£T C A G AAC GAT G T G C T G T T C-3
I
5' - T T T G G A鎧韮進退£T C A A A G A ÅrG C T G T T C A C-3
ラ
<Reve rs etr aEIS Cripta se r e actio n>
10m M MgC且2
dN T Pmixtur e(10m M e a ch)
10×R N A P C R bufFe r
Ra ndo m9m er(50pm ol小L)
汲Nas einhibito r(40 U/pL)
Rev e rs eTr a nsc ripta s eX L(5 0 U /pL)
R Na s e愈e ed朋:20
4pL
2叫L
2pL
lトLL
0.5pL
IpL
Total
<P C R>
Prim er(5トIM e ach)
10×K O Dplu sbiffer
dN TPmi幻 u r e(2 m M e a ch)
25m M MgS O4
RTpr oduct
K O Dplu s
d H20
3LLL
5pL
5トIL
2トLL
2pL
lト血
20トLL
Tわtal 50トLL
3 0
o
C
42℃
So ℃
60
o
C
99
oC
25℃
94℃ 2 min
94℃ 15sec
55℃ 10se c
6S℃ lmin
25℃
10 min
30min
3 0min
3 0min
5min
)30cycle
と望+豊艶麹塵 幽 塵豊
件製した各種 Mrp2 カルポ卑シ末端融合蛋由発現 pla smi dを未腸菌 DH 5α に導入
し､ QIA GE Npla smi d kitにより精製したo 塩基配 列は C EQD T C S kitにより以下 の条
件で反応を行 い , エタノ - ル 沈殿法により精製した後､ B E C K M A N C O ULT E R マル
チキヤピラリ - D N A解析システム c EQ200 にて確認したo
prim er:Fo r w ard;PM A L- c2(2588-2610);5
'
- GT C G T C A G A C T G T C G ATGA A G C C-3
'
Revers e; 各 Mrp2Revers eprim e r
反応条件;Pre-he at:96 ℃, 1min
Te mplate(100 hot)
Pr e mi又
P rim e r(1.6pm ol)
dⅠi20
4pL
4卜L
IpL
Total 10pL
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:
6
;cc
2
:
O
o c‡30cycle
旦退 避 盟製
PM A Lprotrein 鮎ion syste mに従い壌準抗原を伸威したo 作製した各種 Mrp2 加レ
ポ卑シ末端と苛 ルト - ス結合蛋由との融合蚤自発現 ベクタ - を 軌 ､て大腸菌 D H 5α
に噂Å後､ 37oC､ 2 時間 isoprop yl-L3-D -thioga且a ctopyr a n o side(耶 G)による蛋由合成
の 誘導を行い ､ 決勝菌の細胞膜を破壊したIys ate をサンプルとしたos o s_PA G Eによ
り労離し､ C B B染色により誘導容れた融合蛋白を確認したo これら融合蛋白を模準抗
原とし､ 韓血清ア ルブミン(Bo vin eSer u mA lbumin, B S A姥の相対比鮫を行い ､ 横準抗
原の蒙由塵を寮出した . 得られ た堵準抗原の 蛋白畳と､ 融合蛋白をコ - ドする部位
から推測きれる分子盈より､ 次式 から宅 ル 数を算出し､ 壌準抗原蛋由の モ ル濃度を
求めた ｡
Ⅹ(帽 prOtein)- Y(k Da)× A(pm olespr otein)×【109pg/kg]×[m ole/lo
ll
pm ol】
↓
A(pm olesprotein)- Ⅹ(ドg Pr otein)/Y(kDa)×[Kg/10
9
pg]×[101 2pm oi/m ole]
* 1kDa = m o且e c ula r w eightof 1 kg/m oleprotein
旦 麹 蛙塵
得られた標準抗原を適度に希釈したものをサンプルとし､ 0.1 % SⅠ)Sを含む 10 %ポリ
ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル で 電 気 泳 動 した 後 ､ Irr mobilo n-P Tra n sfer Me mbr a n e
Filter(Milipo r eCo.)に転写したo 骨の 後､ メンプレンを 3 % B S A/T T B S(Tris-bufferd
s alin e with0.05 % Tw e e n2 0)に浸し､ 室温 ､ 1時間振たうしたo T T B Sで 3 回洗っ た後､
poiyclo n al a nti-hu m anMrp2 rabbit a ntis e r u m[37】腐るい は polyclonal arlti-rat Mrp2
rabbitaxltiser um[21](1:200)を含むo.1%畠sA/T T B Sに浸し､ 室温 ,2 時間振とうしたo
同様に T T B S で 3回洗 っ た後 ､ Hors er adish pe r oxidas e-c onjugated anti-r abbit lgG
antibody(1:3 000)を含む o.1 % BS A/T TB Sに渡し､ 室温 ､ 1 時間振とうした. 同様に
T T B Sで3 回洗った後 ､ Enha n c ed che milu min e s ce n c e法(Amersha m Bio s cie n c e s)を伺
いて反応させ ､ L A S-1000(Fujiphoto･film Co. Ltd.)検出潜を伺いてシグナ ルの検出お
よび定盈を行っ た ｡ 反応効率に関して は ､ 梼準抗原の各濃度に対するシグナル値を
プ田ツトしたもの で ､ 線形性を示す範囲における接線の傾きを抗体 へ の 反応性とみな
した ｡ 対応した動物種における抗体に対する標準抗原の反応性を 100 %とし, 各動物
種 の標準抗原との 反応性を相対値として算出した ｡
薬療緒県爵よぴ萄察
各動物穫 の 肝臓より増幅連れた Mrp2 カルポ卑シ末端 cD NA は ､ 遺伝子配列を確
認した結果 ､ それぞれ抗原認織部位である加 レポ卑シ来場 12ア菟ノ酸を含む 52-53
ア菟ノ酸を正し(コ - ドしていることが確 認できた(sche m e3). この ことから､ 件製した
敵禽蛋由発現ベクタ1 =より魔生される蛋白は ､ 理論値48kDa蛋白と推定されたo 実
際に ､IP T G･ による誘導をうけた蛋白は c B B染色法において ､ いずれ の 動物種に お
いても48kDa付近に確認でき､ 理姶値と 一 致したo これよりIP TG(=よる誘導で得られ
た蛋由は ､ 各軸物種 Mrp2のカルポ卑シ東端部位を含む融合蛋白であると判断し､ 標
準抗原とみなした｡
CB B毅色法 におい て ､ B SA の標準品を用弘＼たバ ンドの相対比較により､ 確率抗原
の 蒙白魔を算出したところ, 1.0-2.0pgの 蛋白畳で見積もられ ､ ほぼ同程度の 発現が
確認された｡ また磯準抗原の 介子鹿の理論値､ およぴ c B B染色法における蛋白畳
から､ 得られた壌準抗原の 剖 レ敷から宅 ル濃度を算出したところ､ 1.73- 3.80n m oymL
と算出された｡
各動物種の Mrp2榛準抗原を適度の希釈列を件激し､ w este rnbユot法 により各ヒ卜お
よぴラット Mrp2 抗血清に対する反応性を検討したところ､ 反応性 は異なるもの の ､ す
べ ての動物種において 48kDa 付近 にバンドを確認することができた(Figu r e1)o この
バンドは , c B B染色法において 同定された嬢準抗原の位置を - 致して いることから､
件製した襟準抗原が各 Mrp2 抗血清と反応することが確認 でき､ マ ウス ､ イヌ ､ サル
Mq)2 に関して ､ 骨れぞれの特異的な抗体を用 いずとも､ 抗体の 交叉性により検 出可
能であることが破認できた｡ またこれら動物種 における棲準抗原は ､ 各ヒトおよぴラッ
ト Mrp2 抗血清に射し､ 濃度依存的にバシドの シグナル強度が増加することが確認で
き､ 線形的に変化する範囲において検量することが可能であることも確認されたo
この線形的に反応する範囲内において ､ 各動物種 の標準抗原の各 Mrp2 抗血清に
対する反応効率を相対値で比較した(Table 1)｡ 抗ヒ卜 Mrp2 抗血清に対する反応性
(%)は ､ ヒ卜(100)> >イヌ(33.3)>ラット(■12)>サ ル(10)>マ ウス(7)と大きく異なっ た. 同様
に抗ラットMTP2抗血清に対する反応性(%)揺 , ラット(100)> >マ ウス(45)> >ヒ卜(1)>イヌ
(o.6), サ ルく0.5ほ 大きく異 なっ た ｡ この 反応効率の 差を考慮して ､ イヌおよぴサ ル
Mrp2 は抗ヒ卜 Mrp2 抗血清で ､ マ ウス MTP2 は抗ラットMrp2 抗血清で検出およぴ定
量が可能であると確認できたo
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本寮 で は､ 各動物檀 Mrp2の標準抗原 の 伶製､ および各 Mrp2検出抗血清に対する
反応効率 の 比較､ 各動物穫 Mrp2 の定量法の確立を試み ､ 腿下 の結果 が得られた｡
且･ ヒト､ ラット､ マ ウス ､ イヌおよぴサ ル Mrp2 の抗原認識部位を含むカルポ卑シ宋
端 5 2- 53 アミノ酸と∇ ルト - ス結合蛋由との融合蛋白を件成し､ 理論値どおりの
融合蛋白が得られ ､ 各動物礎 Mrp2標準抗原が作製できた.
2. 各動物種 Mrp2標準抗原 は ､ 抗ヒトあるい はラットMrp2杭血清の いずれかと反応
することが確認 でき､ 反応効率 の良い抗血清にて検 出 月 定盈可能であると判 断さ
れた ｡
今回件製した各動物確 Mrp2榛準抗原は ､ Mrp2に対する模準晶として用 いることが
可能であり, これらを伺 いた検慶線より Mrp2の 絶対発現魔の算出が可能 であるo
この 絶対発現魔 の寮出は ､ 発現系およぴ生体におけるMrp2分子 自体の 固有輸送
能を求める隙に重要であり､ 以降の牽では今回伸製した標準抗原を用 い た発現畳補
正 により, 有機ア ニ 軒ン性化合物の胆 汁排滑能に見られる種差の 原因を解明するこ
とを試みたo
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寮ニ牽 露盤細胞s#9細鹿発現系にお客サる､ 苛物見 ､ 好演 恥 軌 払 朋 r野望 の
機能解析藍固有輸送活性曹ニぬ滑る樽塞の検尉
Multidrug r e sistan ce as s o ciated protein(M R P)family は多剤耐性肺がん細胞よりク
ロ ー ニ ングされた Mrplをきっ か 桝 二始まL)[3恥 その後 Mrpl hom ologとして Mrp2
がクm - ニ ングされ【2 1-2恥 現在までにと卜におい て は Mrpl- 7[39-43]まで確認され
て いるo これら Mrp fami 1iy の臓静分布や存在解放､ 多剤耐性がん細胞での 発現様
式などが報告されてきてい るものの ､ 機能に関しては乗だ不明な点も多い ｡
ヒトM R Plは 2 つ の ÅTP加漉介解領域をもつ 且7回膜霧通製菓自で ､ 約190k Da の
分 子量を持つ o Mrpl の 発現 はほ ぼ全て の臓瀞 に確認され ､ 極性細胞に おい て は
bas ola土e ral m e mbr an eに局在が確認されてい る【44】o また薬剤耐性細胞 において は
P-glycopr otein と同様 ､ 高い 発現 が確認されて い る｡ ヒト M R Pl の 基 質特異性は ､
L T C4 や s-(2, 4-dinitr ophe nyl)- glutathio n e(D N P-S G)などの グルタチオ ン 抱合体､
E217βG やbilir ubinglu ctir O nide sなどのダルクロ ン酸抱合体､ 胆汁酸の硫酸抱合体な
ど､ 幅広い有機ア ニ オン化合物にみられる【45]｡ またアドリアマイシン , ビンクリスチン ､
エトポシドなど中性やカチオン性化合物に対してもG S Hとの 典輸送が示唆されて いる
[46,4 7]｡
Mrp2は約190k Da のi7回膜寮蛋白で ､ 扱者分布が限局されて おり､ 肝放胆管側膜
に高く, 朴腸 上皮細胞【48岬 腎臓退位尿細管上皮細胞【49]lこ僅か に 発現 がみられ ､
極性紳 脆において は apic al m e mbra n eに局在が確認されて いるo 基質特異性に関し
てはヒトM R Pl同様に ､ グルタチオン抱合体やダルクロ ン酸抱合体など幅広い有機ア
ニオン性化合物を基質とすることが報告されて いる【6]o またと卜 M P R l同様に MTP2
に 関しても､ アントラサイタリン系化合物やビンカアルカmイド､ エトポシドなどの 中性
やカチオン 性化合物に加え､ メトトレキサ - トやカンプトテシンに対する薬剤耐性が確
認されて いるo またシスプラチンに対する耐性も MTP2において確放されて いる【50].
MfP3 は肝臓や腎臓､ 消化管におい て発現が薩認されており､ 極性細胞においては
と卜 M RP l同様 bas olate r al m e mbr a n eに発現がみられる【5 1]. - 方ラットでは ､ Mrp2
欠損ラットである E H B Rにおい て発現 がみられ ､ 正 常時ラットでは肝臓に おける発喝
はほとん どみられず､ 胆管輯敦時などの 胆汁うっ 滞やフエ ノバ ルビタ ー ル処理など誘
導型塞白であると考えられる【52]. 基質特異性に関してと卜M RP lや Mrp2とは異なり､
グルタチオン 抱合体をほとん ど輸送 せず､ ダルクロ ン酸抱合体やメトトレキサ - 卜など
非抱合型有機ア ニ オン性化合物を輸送する【53]｡ 肝臓における Mrp2 との 局在 が異
なることや ､ Mrp2欠損､ あるい は機能低下時に誘導されること､ どリル ビン ダルクロ ニ
ドを基質とすることから, 胆 汁うっ滞時における肝臓内に蓄積した老廃物の 血 中 へ の
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ba ck 伽Ⅹ による肝細胞の 生体防御メカニ ズムを担うものと考えられる｡
これら Mrp fami lyg孟骨の機能a)重要性から､ 幅広い 動物種で発現が確認されてお
り､ 動物確聞に みられる基質親和性申輸送特性の差 は重要な知見となり見るo M R Pl
に関して ､ 発現系での機能比較より, 巴ト M R P lにおいてアントラサイタリン系化合物
に対する耐性やE217PG の輸送がマ ウス Mrplk 比べ て高いことが報告されている[54,
55]. これらの薬剤耐性車輪送特性の適 い は他の動物確聞におい ても見られることか
ら【56-59]､ Mrp fami 1iy における分子 固有の 種差を予見させる結果と言えるo 事実 ､
有機ア ニ オン性化合物の 胆汁緋鯉に関して各種動物種で in viv oain vitro 間の 相関
性は良いもの の ､ その 絶対値において大きな種差が見られている【33】｡ Mrp2 の 発現
盈或い は活性の種差が推察されるが ､ それの い ずれによるの か , 或い は Mrp2 単独
の種差で説明されるべ 蓉かに関してはそれを裏付ける鈴子レ ベ ル での 解析がなされ
ていない ｡
骨こで Mrp2 による胆汁排滑能力に見られる種差が , M rp2 の 鎗手回有輸送能 によ
るものであるの か ､ MTP2の 発現盈によるもの であるの かを解明すべく､ 発現系を用い
た各動物種 Mrp2の機能解析を行うことに した .
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解 - 節 苛 ウ鼠 ､ ･4選およぴ骨]』 朗 rp2の遺伝常勝搬起発現系の傍観
Mrp2 の 遺伝 子発現 の報告は幅広い動物櫓において みられている【19-27]. - 方 ､
発現 系を 剛 ＼た機能解析がなされて いるの は ､ 虹卜､ ラット, ウサギにとどまって おり
[29-3 2]､ 薬験動物として汎網されているマウス ､ イヌ ､ サル に関する情報はない .
Mrp2 は昆虫細胞 sf9細胞発現系において非常に効率よく発現し､ その 発現細胞よ
り調製した膜ベ シタルを伺い たA TP依存的な基質輸送により､ Mrp2の 活性評価が可
能で為るo 骨こで この S抄 細胞系を軌 ＼て ､ 乗だ機能解析の報告がなされて いない マ
ウス ､ イヌ ､ サ ル MTP2 の Sf9細胞発現系の 件製を行 った.
薬療樹齢ぬよぴ粛法
星ニL 旦+ 展墓
B A G- T OI B A C Ba c ulo vir u s e xpr essio n syste mはⅠnvitroge n且ifetechnologie sより購入
したo E XCE L L420m ediu mは JR B Bio scien ce sより購入したo FuG E N E6Tr a nsfectio n
Re age nt は Ro che Diagn o sticsより購入した o そ･の 他の試薬に関して は特級､ あるい は
一 級のものを伺いた.
2-1-2. 勤
B A L D/c m o u s e(放性､ 30g前後)を田本エ ス エ ル シ - (棟) より購入したo Be agle dog
肝臓およぴ cr ab- eaEting m a c aqu e肝臓は 三共株式会社より提供してい ただいたo
星ニ旦立L 戯 塵盈
1-3 に準じて行 っ た｡ マ ウス ､ イヌ , サ ル肝臓より抽出 ､ 構製した mR N Aを伺い て
R T-P C R反応を行 い ､ 得られた全長 cD NA(約 4.6 kbp)を回収したo 各動物種 Mrp2
cD N Aを Hind IⅠ 制 限酵素処理し､･同様に Sm aエー Hind III制限酵素処理した
pBlu e s cript S K II(-)あるい は rMrp2AApa UpF A S T B A C lと組み換えを行 い ､ 各種
Mrp2/pBlu e scriptS K II(-)&るい は Mrp2/pF AS T B ACl発現 plasmi dを件製 した.
prim er(- 重線､ ニ 重線はそれぞれAor51 HI, Hind IIIサイトを示す)
Mo u s eMrp2 Fo rw ard:
5' _ A A A C C C A G C G C T G C C AT G G A C GA A T T C T G C A A C T C T A C T T T T T G G-3
'
M o u s eMrp2 Re v e rs e:
5' - C A G G G A基速星∈ヨヱC TA G A G C T C C G T G T G G T T C A C A CT CA T G C C-3
'
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Dog M叩2 Forw ard:
5' - A A A C C C盛 鎚 王GC C AT G C T GGAG A A G T T C T G C A A C TCTÅC G T T T T G G_3,
Dog Mrp2 Re ve rs e:
5' -C A G G GA 盛 返諾笠T C A GA A C G ÅT G T G C TGT TC A C A T T T T C A AT G C C_3,
Mo nkey Mrp2 Fo r ward:
5
'
- C G C A G T基 鎚 GC C ÅT G C C G G A CTT C T G C A A C T C T ACT T T T G G-3,
Mo nkeyMrp2 Re v er s e:
5' - G G G T T T基皇塁≦望笠C A A A G A A T G C T G T T C A C ÅT TC T C A A r G C C_3チ
<PC R>
Prim er(5トIM e a ch)
10×K O Dplu sbiffer
dN TPmixtu r e(2 mM e a ch)
25m M MgS O4
R TprodtlCt
R O Dplu s
d H20
3トIL
5pL
5pL
2叫L
2pL
IpL
94℃ 2 min
94℃ 15se c
55
o
C IOse c
68oC 5 min
25℃
)30cycle
Total 50pL
之ユ:旦L _豊艶麹擾_ 幽 盗塁
ト4 に準じ行っ たo 一軍ウ泉､ イヌ ､ サル Mrp2 発現 plas midを約 5 00- 800bp 間隔で
prim erをセットし, 遺伝子配列を確認した｡ また D ire ctseque n c e法として ､ 各動物種の
肝臓 mR N Aよりrevers etran s cripta se反応にて得られた R T産物を用い て ､ 同様に約
500-800bp間隔 に prim erをセットして ､ pa rtialcD N Aの遺伝子配列を確認した.
prim e r
Fo r w ard
q
O: 各動物穫 Mrp2の 全長周 ,Re v e rs e_ 0: 各動物確 Mrp2 の全長周
F1 5しGC T TACT C C TGC C TGT T C T T C-3
†R 1 5- - G G G T C T A G ÅT T C A T C C T C A G-3-
F2 5- - C T G ÅÅr C C T C A G C T G C T G A A-3T R 2 5しC C T C A C TA G C C A G T T C A G G G-3-
F3 5しA TGA A G A AT A A A G A C A A A C G-3
-R3 5' - G C A A A C C T G T T C A C A A T C C G-3-
F4 5しA A T C C GAGA TGT G A A C C T G G-3
- R4 5しÅT T A G T T T T T G T C C T T T C A C-3'
F5 5- - C T T C C C C A AGT G G A T G AGAT-3- R 5 5
'
- A G ÅrT T A TA C C C T T C T C T C C-31
F6 5■ _ T C T G G C T C A G T G C T T G G A C C-3- R 6 5
-
- A A G C G C A G G A T AT T G A A G A G-3'
F 7 5f - AT TGA C A C C A A C C A G A A A T G-3
' R 75しGT C A C ÅT C C ÅT G A G C T T C T G-3
'
F8 5しG G T C A G ATCÅT C A T T G AT G G-3
' R 8 5- - AC AÅrGC T G T C AT A C C A A C T-3
1
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2･ ･ ト5. 各動物 脚 立空身q)調製
B A G- T O- B A Gsyste m を 胤 ＼て Sf9細胞発現系の 惟袈を行 ったo sf9細胞 は娠とう
培養系(2 7℃ , 100- 12 0rpm)におい て E X C E L L 420m ediu m (F B S 鮎e)で ､ 対数増
殖期を維持して縫代を行い ､ バ卑ユ 臼ウィル ス 感染時は接触培養系(27 ℃)を伺 いた .
各動物種 Mrp2/pFA S T B A C lを大腸菌 D 削 OB A Cに導Åし､ 組み換えバクミドを得た o
Fuge n e6を用弘ヽて Sf9細胞に バク罵ドを導入し､ 72時間後にそのJ:清を回収した｡ 新
たに播種したs壬9細胞に 馴叉した止清を1/10畳添加し､ 72時間後に血清を回収したo
Gr e e m伽o r e s c e n c epr otein(G YP)をコ ント口 - ルとして伺い , デコンポリュ - ション蛍光
顕微鏡で発現を確認しながら､ ウイル ス 濃縮を評価した ｡ これを 3 回線り返 し､
highJiterの ウイル ス止 清を得た.
各軸物種 Mrp2 発現 Sf9細胞膜ベ シタルの 調製は ､ M ullerらの方法を - 部変更し
て行 っ た o 予め 接着させ たsf9細胞に射し5 % F B Sを食む E XC E L L 420m ediu mを加
え､ high-tite rウイル ス 上浦を1/10盈添加したo 感染後 60時間経過した時点で細胞を
回収し遠心分散したpelletに ､40鰭魔の hypoto nic buifer(l 皿 M Tris- H Cl, 0.1 m M
E D T A
, pH 7･4 at4 ℃ に 2 m M phe nyim ethyls ulfony=ユu o ride, 5 pg/mLleupeptin, 1
pg/mLpepstatin, 5帥g/mLapr otininを加えたもの)を添加後､ 水中で1時間振とうしたo
100
,
00G, 4 ℃ ､ 30分間超遠心を行 い ､ 上溝を除去した｡pelletにis oto nic T S buife r
(10rum Tris- H Cl, 25 0m M Sucr o se, pH 7.4 at 4 ℃)を加え懸濁し､ Do u n c eB
ho m ogeniz er(glas s/gla ss, tight pestle)で 淑 申に て 30回 ストロ ー クした o 38 %(w/v)
su cr o s e/5 m M Tris- Hepes(pH 7.4 at4
o
C)の 上に粗膜画分を重層し､ 280, 00G. 4
o
C､
60 分間ショ糠密度勾配遠心を行 っ た｡ 遠心後､ 界面に現れた白色の細胞膜を回収し,
is oto nic TS bufFe rに て洗浄した . loo,000 G､ 4 ℃ ,30分間超遠心を行 い 上溝を除去
した後､pelletに T S bufferを加え帝懸濁し､ 25ga uge の注射針を伺いて30回ストロ ー
クし ve sicle 化を行 っ たo 蛋白畳 は B S Aを模準晶とし､Lo w ry法により求めたo
棚 処理型畳勤勉盈迦如乙吸墾腰塵選
ト6 に準じて行 っ た. 各動物確 Mrp2 発現 Sf9細胞膜ベ シタルおよび標準抗原を用
い て we ster nblot 法を行 った o イヌ ､ サル Mrp2 発現膜ベシタル は arlti-hu m anMrp2
a ntis e r u m[37]で ､ ラット､ マウス Mrp2発現膜ベシタル は a nti-r at Mrp2a mtise ru m[21]で
プロ ー ブしたo 模準抗原を用 いた検量線より各動物穫 Mrp2発現膜べ シタルで の絶対
発現盈を算出した｡
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薬験緒濃ぬよぴ脅察
竺 地 塵盤豊整型
∇ ウス Mrp2 に関してはデ - 食べ - ス 止に 3 種類の配列(Ge nba nk ac c e s sio n N..
A F28 2772
,
A F 2$2773
, AF227274)が報告され てい る｡ これら 3 種 の 配列において ,
1543ア志ノ酸をコ - ドする4629 bp の ope nre ading愈a m e(O RE)を共通に椅つもの の ､
塩基配列としては 21 ケ所の相違が見られており､ 骨こから予測されるアミノ酸配列と
しては 11ケ所の相違が確認できるo(Figu r e2-1-1, s che m e4)
B A L B/c マ ウス の 肝臓より得られた niR N Aを基に全長 cDN Aを増幅したところ､
462 9 bpの OR Fを持つ cD N Aが得られ , 報告されている配列と - 致することカキ確認で
きた(schem e 4). Sequ e n c e解析の結果 , 今回得られたマウス Mrp2 cD N Aにおいて
見られ た変異部位は ､ 相遮が報告されている部位 に関して 3 種の 配列の いずれかと
一 致するこ 朗モ確認できたo また p c Rエ ラ - による変異の 可 能性を軽減した ､ 約
5 00… 900 bp の マ ウス Mrp2断片による Dire ct s equ e n c e法により変異箇所を確認した
ところ､ 同 一 の 変異 が確認できたo これらの結果より､ マウス Mrp2 cD N Aに見られた
変異は single n ucle otidepolym o rphis m s(S N Ps)と判断した o
土星担由星_壁塵塵豊里塑
イヌ Mrp2 に 関して はデ ー タベ - ス 止 に 3 種類の 配列(Ge nba nk a c c e ssio n No.
Y 18220
,
AJ3154 01
,
A Y 58253 2) が報告されて いる｡ y 18220は15 02アミノ酸をコ - ドす
る4506 bp の OR Fを持ち ､ AJ315401およぴ AY 582532は 1544アミノ酸をコ ー ドする
463 2 bp の O R Fを持つ もの であるo これらの 塩基 配列を比較したところ, カル ポキシ末
端におけるsplicing varia ntと考えられた . そ･こでそれぞれに対する特異的なprim erを
仲製し､ カルポキシ末端部位の 断片を増幅したところ､ AJ315401あるい は A Y582532
由来の 加レポキシ末端部位の 断 片の み確認でき､ Y 18220由来の 断片は確認できな
か っ た(data not sho wn). この ことか ら ､ 今 回伺 い た Beagle dog の 肝臓 に は
AJ315401,A Y 582532と同じlo ng v ariarltが存在し､lo ng varia ntが主要なv aria出 であ
ると判断した｡ 実際に他の様における Mrp2のアミノ酸配列は ､ ヒ卜では1545【19】､ ラッ
トでは 1541【2 ト23]､ マ ウスでは 1543【24]､ サ ルで は1544[27】､ ウサギで は1564【25】､
ガンギエイでは 1564アミノ酸[28]であり､ 他の種と比較しても合致するものと考えられ
た ｡
今回得られたイヌ Mrp2 cD N Aは463 2 bp の O RFを持つ cDNA であり､ s equ e n c e
解析結果より､ 報告されている配 列(AJ315401,AY 582532)と比較して 8 ケ所の アミノ
酸変異を伴う 13ケ所 の 塩基置換が認められた(Figu re2-1-2, s che m e5)o Dir e ct
s equ e n c e法によりこれらの変異箇所を確認したところ, 同 一 部位において塩基置換が
確認されたことから､ これらの変異披イヌ Mrp2 cD N AにおけるS N Psであると判断し
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た｡
蜘 遮塵豊堅製
サ ル Mrp2 に 関して は ､ デ - タベ - ス 上 で 1 つ の 配 列(Genbank a c c e ssi. n N｡.
A F 41094 8)が報告されており､1544ア志ノ酸をコ - ドする4632bpを o R托 して持つ o
今回得られたサ ル Mrp2cDN Aは4632 bp の O R Fを持つ cD N Aであり､ s eque n c e解
析の結果よ凱 報告されている配夢I3(A F410948) t tヒ敬して 10 ケ所の ア菟ノ酸変異を
伴う21ケ所の塩基置換が確認された(Figu re2- ト3, s che m e6). これ はD ir ects eqbe n c e
法 におい ても同 一 箇所 に変異が確認できたことから､ サ ル Mrp2 cD NA に おける
s N Psであると判断した .
Dubin-john o n syndr o m eにみられる鮒 Mrp2 の 変異および欠損は､ Mrp2 a)輸送機
能や蛋由の安定性に影響することが知られて いる[11, 60]o またと卜Mrp2の S N ps解
析がなされており､ 現 在 csN Psとして 21ケ所の アミノ酸変異を含む 3 8 ケ研が報告さ
れて いるもの の ､ 機能変他などの関連性に つ いては解明に は至って いない ｡
基質認級部位に関する研究は､ 同じA B Ctr 弧 SPO rter S uPerfa milyであるP糖蛋白に
おい て進んでおり､ 膿凝通ドメイン(T M)部位 が基 質との相互伸周の場として重要であ
ることが示されており､ 特に T M6､ T M ll､ TM 12の重要性が提唱されて いる[6 ト68]o
またと卜 M R P lにおいて ､ アミノ栄城側の 5 回膜貰通ドメイン に関して基 質との結合
に 関して変化が見られず, 基質認識部位として は重要で はない ことが示されてい る
【69,70]｡
これらを総合的に判 断すると､ Mrp2において基 質となるもの は有機ア ニ オン性化合
物であることより､ T M6- T M 旦7に おけるカチオン性チャ ー ジをもつ アミノ酸が基質認識
に は重要であり､ 基質認織部位の構成に関与していると推測される｡ この 仮説を基に ､
ヒト M R P l､ M R P 2およぴラット Mrp2 において 一 塩基置換により､ 基質輸送に対する
影響や蛋白の 安定性に つ い て研究がなされており【71】, グルタチオン 抱合体に対す
る輸送能の 低下【72]や ､ Mrp2 基質ではないタウロコ レ - 卜などの 一 価の 胆汁酸を基
質としたり[73]､ メトトレキサ - 卜に対する輸送能が大幅に低下 したり【74陪ダイナミック
な変化が見られて いる｡
今回マ ウス ､ イヌ ､ サ ル M叩2におい て , いずれも数ケ所の S N Psを持つ ことが判明し
たが , 過 去の報告にあるような基質認識や基質輸送能に大きな影響を及ぼす部位と
考えられ ている､ T M 6､ T M9､ T M ll､ T M 14､ T M 16､ T M 17におけるカチオン性チャ -
ジアミノ酸に変異が見られていないことから, 影響は少ないものと判断した ｡
以上 の 結果より各動物種 Mrp2の全長 cD N Aが得られたと判断し, マウス ､ イヌ ､ サ
ル MTP2 遺伝子を含むバキュ ロ ウイル スを Si9 細胞 に感染させ ､ その発現を Weste m
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blotで確認した(Figu r e2- ト4)o Mrp2は肝臓におい て糖鎖修飾きれ190k Daの分子量
を衛するもの の ､ Sf9細胞では糖鎖修飾が不完全なため170k Da付近に バンドが現れ ､
輸送機観 世基 質韓展 観 こ関して影響がない ことが ､ ラットおよぴウサギ Mrp2 で報告
されて いる[3 1･ 69, 75, 76]o 今回飾製した∇ ウス ､ イヌ ､ サル Mrp2に関しても170k Da
付近 に確認され ､ ラット MTP2 と同様に正 しく翻 訳され膜に発現してい ることが確認さ
れた ｡
また壌準抗原を 軌 鴫 検塵線から､ これら発現系膜ベ シタル での各動物種 Mrp2
の絶対発現盈を見積もっ た(Figu re2- ト4)o ラットでは 524j= 55pm oIMrp2/mg prわtein
と算出され ､ マ ウス ､ イヌ ､ サル においても骨れぞれ ､ 261土 41､409j= 21､ 3 1 j= 104
pm oI Mrp2/mg pr otein と算出されたo これら4 穫におい てほぼ同程度の Mrp2発現
慶を有することが確認されたo
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qウス ､ ･Y涙 ､ 骨』払 鯛 rp2 の機能解析起固有輸送髄の磯轟
先に述 べ たように ､ Mrpl におい て輸送特性や薬剤耐性において種差 が認められて
いる【54, 55]｡ Niin u m aらは , ヒ卜とラットの 胆管側膜ベシタル におい て ､ ÅT P依 存的な
輸送におい てダルクロ ン酸抱合体に射し良好な相関が 掛られるもの の ､ グルタチオン
絶食体や辞抱合体にお いてはラットが優位な輸送が見られ ､ ヒ卜とぅツ卜に おける種差
を示して いる[77]o また Mrp2 に関しても胆汁緋鯉における絶対鰻におい て大きな種
差が認められる[33]｡ この Mrp2 の種差の詳細を解明するために ､ 既 に報告されてい
るラット Mrp2 発現 ベシタルと比鮫して ､ マ ウス ､ イヌ ､ サル Mrp2発現 ベシタル におけ
る､ 鼎 型 的な基質であるグルタテオン 抱合体､ およぴダル クロン 酸抱合体 へ の 基質
親和性､ 輸送能の適いを検討した o また ､ 標準抗原を伺いた絶対発現魔の算出によ
り､ 各動物穂の Mrp2分子 固有輸送髄の 比較を行 った o
廉駄樹料およぴ方法
左と主+ 基盤
[
3H]17β- estradioi 17-(β- D -gluc uro nide) (E217βG)～ 【3H]1e ukotrie n eC4 (LT C.)は
Pe rkinE lmer Life and Analytic al Scien c e sよ り 購 Å し た o E217βG ､
4- m ehylu mbellifery岬 - D -g
l
lu c u r o nide(4- M U G)は Sigm a Al d rich より購入した｡ LT C4
はcaym anc he mic alより購入した｡ その他の 試薬に関しては特級 ､ ぬるい は 一 級を開
い た｡
辿 L適担睦塩基翼飽遣塞墜
Mrp2 発 現膜ベ シタルでの基質輸送薬験は ､ 基質としてグルタチオン抱合体として
【
3
H]L T C4､ ダルクロン酸抱合体として[
3
H]E217PGを潤し＼､ 急速ろ過法 により行 った｡
アイソト ー プ体である基質､5 nM [
3
H]LT C. あるい は 50 nM [
3H]E217βG を含む
tra n spo rtbuqe r(10m M T ris- H Cl, 250m M slユC r O S e,10m M MgC12, 5 niM A M Po rATP,
pH 7.4 at3 7℃)16pLを､25℃([
3H]L T C4)& るい は37℃([
3H]E217βG)で 3 分間
preincubatio nした . その 後 ､ 5-20p g蛋白の ベシタルを添加し､ すばやく混合後､ それ
ぞれ の基質に見合 った温度で ､ 5､ 札 30､ 60, 12 0秒間 in cubatio nした. 基質輸送は
stopbu 飴r(10m M T ris- H Cl, 250m M s u cro s e, 10 m M NaCl,pH 7･4 at4 ℃)を1 mL
添加し混合することで停止したo 引き続き0.45pm H A W P alte rを用 い て迅速ろ過を行
い ､ 続けて 2回 stopbu飴r5 mL で洗い , フィルタ - を液体シンテ レ - ションカウンタ
ー
用カクテ ル 3 mL で溶か し, AlokaL S C 5000にて【
3
H]- dpm を測定した.
Mediu m bla nkとして stop buffer添加後の サン プル の - 部(5 0pL) を同様にカタテ
33
ル に加 え､ 押]-dpm を測定した. またベ シタル の 代わりにtT a n SPO rt buiYerを加えたも
のを用弘＼てフィル車 - へ の 非特異 的なアイソト - プ体の 吸潜畳を求めた.
A TP依存的な基質輸送慶は､ 各動物穫 Mrp2発現 ベシタル において ATP存在 下 で
の 輸送量 からA M P存在 下 での 輸送慶を差し引きすることで算出した0
また Mrp2 依存的な基質輸送盈に 関しては ､ A T P存在 下での各動物棲 Mrp2 発現
べ シタル の 輸送豊から､ Negativ e c o ntT Oほ して月弘ヽた GFP発現膜ベシタル での 輸送
活性を差し引きすることで算出した.
Mrp2依 存的な基 質輸送活性に射し､ 各動物確 MTP2発現 べ シタルでの 絶対発現盈
による補正をしたもの を､ Mrp2 分子 固有輸送活性と定義した｡
星=匙L盛塵盤蓬髪超塵農麹遷塵塵
2-2-2 に準じて行 った o 経時的な基 質輸送寮験より求めた取り込 み初速度における ､
グルタチオン抱合体 LTC4およびダルクmン 酸抱合体E217PGlこよる自己 阻審反応に
お ける濃度依存性を検討 したo 5 nM [
3H]LTC4(25 ℃ ､ 30砂)､ およぴ 50nM
【
3‡1]E217PG(3 7℃ ､ 30秒)の 取り込 みに謝し､ それぞれ愚高濃度3 5PM LTC.およぴ
75pM E217βG より2.5 傍聴釈系列 で件製したものと共存させ ､ 自己阻害反応による
輸送量の 変化を測定した ｡ 得られた結果 から Mrp2 依存的な輸送を求め ､ 速度論的
解析を書式み た｡
押】L T C. の輸送に対する速度諭解析におい ては ､ 次式により求めた｡
v - V,H as/(Km ＋ S
n
)
v:[
3
H]L TC.の輸送 活性(pL/ mirJmg pr otein), Vm a x: 最大輸送髄(pm oV min/mg
pr otein). S: 基質濃度(pM), Km三M icha elis 定数(pM), n :Hi11定数
【
3H]E217PG の 輸送に対する速度論的解析において は､ 次式により求めた.
v - Vm a ,S/(Kn,＋ S)＋ PSns
PSns: 不飽和サイト依存の輸送活性(ドL/min/mg pr otein)
速度論的解析に関して は ､ 得られた結果より M U LTIprogr a mを使 い ､ 非線形成最
Jj､ニ 乗法により､ 上述した式にあてはめた ｡[78]
速度論解析により得られた輸送クリアラン ス(Vm a x/Km)結果に対し, 各動物穫 Mrp2
発現 ベ シクル での絶対発現盈による補正を行 った ､ 固有輸送クリアラン ス(V
'
m m/Km)
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を算出し､ 穫聞の 比較を行 っ た｡
辿 L選塵壁塵登壇遡塵選腰盛盛塵
2-2-2 に準じて行 った . 確認され た輸送が ベシタル による輸送でぬることを確か める
ために ､【
3
H]E217PG の 輸送に射し外部を高張 bu飴r に置き換えることで起こる輸送
魔 の変化を調 べ た｡ 蘇張 buffer たして tran sport buffer(10m M Tris胡 Cl, 25 0mM
s u c r o s e
,
10m M MgCl2, 5 mM AM Po rA TP,pH 7.4戚 37℃)に射し､ s ucr o s e濃度を1
M ､500 m M ､ 333m M ､ 25 0mM た変化させたものを開い て行 っ たo
由 良且芸よ劃迦遭差 越 通塾畳塞塵
2-2-2に準じて行 った o ラットMrp2におい て基質となることが確認されて いる4- M U G
による[
3H]E217βG の輸送に対する阻審実験を行っ た【79]o 得られた結果より以下 の
式に蕗て はめたo
R - IC50/(IC50 ＋ D [Eq.1】
R - r[IC50h,･gh/(IC50high＋D]＋(1 - -)UC50[oJ(IC50[o w ＋ D] [Eq･2]
R: 4- M U Gでの 阻菌率 , I: 阻音剤(4- M U G)濃度(pM), I C50: 単阻害効果における
阻嘗剤濃度(pM), r: 高親和性部位に おける寄卑率
阻審効果による結 果は ､ M U LTIpr ogra mを伺 いて非線形性最小 ニ 乗 法に基づき上
述の 式にあてはめた[78]o Single-site[Eq.1勝るい 蛙 Tw o-site[Eq.2]の どちらがより相
応しい かを判断するために ､ A kaike's infor mation crite rion (Ale)倦に基づく評価を行
い ､ AI C値がよりJjヽさい値を示すほど､ 実験結 果をよりよ( 反映してい るものと評価し
た【80].
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廉験鍍鼎およぴ萄･察
時的な基質 逮 験
既に発 現系におい て機 能解析の なされ てい る動物穫 にお いて ､ 基質として輸送が
確認されているグルタチ身ン抱合体LTC4とダルクロ ン酸抱合体 E217PG を 剛 ＼て ､ マ
ウス ､ イヌ ､ サ ル Mrp2の 経緯的な輸送を確認した(Figure2-2-1)o
Negativ e corltrOlである GFP発現ベ シタル に おける蘭基質の輸送は､ A M Pおよぴ
AT P存在下 におい てもほとん ど変化が見られず､ 経緯的か つ ÅrP依存 的な輸送は確
認できなか った .監1.66 士 0.19(A M P), 1.66士 0.22(ÅrP)pm oumg pr otein/2 min fo r
【
3H]L T C., 0.4 7 土 0.2 6(A M P), 0.42 土 0.ll(A TP) pm oVmg pr otein/2 min for
【
3H]E217βGヨ
- 方 , マ ウス ､ イヌ ､ サ ル Mrp2 発現ベシタル に対する蘭基質の輸送は ､ A M P存在
下 で は GF P 発現 ベ シタルとほ ぼ 同程度の輸送 しかみ られ ないもの の監o.14-0.68
pm oymg pr otein/2 minfo r[
3H]L T C4, 0.04… 0.40pmoumg pr otein/2 min for[
3H]E217PGヨ､
A T P存在下 で有意な輸送が見られ ､ 経時的か つ ÅTP依存 的な輸送が礎認できたo
取り込み初速度にあたる3 0秒での Mrp2依存的な両基質の輸送活性を比赦したと
ころ(Table2-1)､ 確 聞において基質に対する輸送活性 に適 い が見られ ､ 更に Mrp2 の
絶対発現畳による補正をした各動物種 Mrp2の 分子固有輸送活性を比較したところ､
[
3
fl]LT C.で はラットMrp2 に比 べ マ ウス ､ イヌおよぴサ ル Mrp2で輸送活性が高く､ 最
大 13倍の 差が認められたこ同様に[
3
H]E217βG ではラットMrp2と比べ マウス ､ イヌお
よぴサ ル Mrp2で輸送 活性が低く最大2.3倍の 叢が認められたo 各動物種 Mrp2 の固
有輸送活性において両基質ともに種差が認められた ｡
濃度塵盈担生塾塾睦塵塞麹
菌基質ともに M叩2 依存的な輸送が破認でき､ 固有輸送活性に おいて種差が見ら
れたことから､ 基質親和性におい て種差が認められるかを調べ るため に濃度依存性
を検討した ｡
グルタチ オン 抱合体として用 い た LT C4 に おける濃度依存性の 実験結果(Figu r e
2-2-2)より､ 通常の M icha elis- M erlte n式に 1.04… 1.3 0の Hin係数を考慮した式で記述
され ､ この H ill係数 の 実体が何を示すかは不明であるが ､ 特徴 的なプロファイル は
すべ ての 動物種におい て 共通に確認された｡
得られ た パラメ - タ - に 関して(Table 2-2)､ 基 質との 親和性を示す Km 値 は
o.53- 2.05(pM)と確聞におい て大きな差が みられず､ 過去に報告されているヒト Mrp2
(1.0pM) およぴラット Mrp2(1.1pM)での Km 値と同程度であっ たo Mrp2絶対発現豊
で補正 した輸送クリアラン ス(V
･
m a ,/Km)におい て ､ 固有輸送活性と同様に種差が認め
られ ､ 最 大 6倍の 差 が見られた｡
3 6
ダルクm ン 酸抱合体として 剛 壮 E217βG に おける濃度依存性 の結果(Figure
2-2-3)揺 , L T C4 と披異なり､ 確聞におい てプm ファイル に逢 い が見られ た o ラットおよ
ぴイヌ MTP2 では激高濃度 75pM においても飽和がみられず, 低親和性輸送サイト
(PSn.y)の 存在が推測されたo - 方マウス およびサ ル Mrp2 においては ､ この 薬験条件
下 では飽和 は全く確認できなか っ た o 得られたパラメ - 夕 - より(Table 2-3)､ 基質に
対する親和性を示す Km 値は約4pM とほぼ同程度であり､ 過去に報告されてい ると卜
Mrp2(7･2.pM)およぴラットMTP2(6.9 pM)での Km 値と同程度であっ たo また高親和性
サイトセ低親和性サイトの輸送に対する寄与率にラットとイヌ Mrp2 では異なり､ イヌ
Mrp2では低親和性サイトの寄卑が大きく､ 全体の約65%を広めると考えられたo これ
より､ グルタチ身ン 抱合体に比 べ ダルクロ ン酸抱合体に 対する輸送特性に大 きな種
差 が見られ た｡
盈透壁塵登壇吸星置観造
E217PG で ､ 見か け上飽和しない 低親和性輸送サイトの存在が認められたことカ､ら､
これが ベシタル表面 へ の 吸藩などによる artifact ではないことを確認する目的で ､ 浸
透 圧効果を検討した｡ この 方法で は外液の 浸透圧を変偲させる革で ベシタル 内容構
を任意 に変化させ ､ 骨れ に比例した取り込み 分布容積の変化がおこれば真の 取り込
みであると判断する｡
各動物種 Mrp2発現 ベシタルでの A TP存在 下 ､ E217師 の 取り込 みは G F P発現ベ
シ タル の それ に 比 べ ､ 顕 著な浸 透 圧 依存性を示した(Figur e2-2-4)o よっ て 先 の
E217PG高濃度においても飽和しなか っ た部位も確か に輸送に関わるサイトであり､ そ
の親和性 は替わ めて 低 いと考えられた｡
幽 運慶塵
E217PG で見られた超低親和性輸送サイトがダルクロ ン酸抱合体 一 般に 当てはまる
かを､ 別の ダルクロ ン酸抱合体薬物によるE217βG 輸送 へ の 阻音実験にて検証した .
4- m ethylu mbellife rylglu c uromi de(4- M UG)は少なくともラットMTP2において基質となる
ことが知られて いるダルクロン酸抱合体で[79], E217PG に比 べ 高い溶解度を有する
ことから､ これを用い て阻事実験を行 っ た｡
その 結果(Figu r e2- 2-5,table2-4)､ イヌにおい ては single-siteよりtw o-site の式 にあ
て はめた方が ､ 式の 整合性を示すju C値での 評価が高く､IC50 - 70トIM 程度の部位
に加え ､ 900LLM でも飽和 しない 低親和性部位の存在が裏付けされ ､ 寄与率もおよそ
1:1程度であっ たo また ､ マウスおよぴサル におい て は 900pM まで阻害が全く確認で
きなか ったムこれより､ Mrp2 に はダルクロ ン酸抱合体に対し辞常に低親和性の輸送
サイトの存在がみられ ､ その 寄与率が確聞 で大きく異なることが推測された｡
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M呼2 の 基質認織部他に関しては未 だ不明な点が 凱 1｡ 先に述べ たような､ 膿 凝通
ドメイン の 重要性は p- gp[6 ト6S岬 Mrp2[7 ト74]の みならず､ Mrpl におい ても盛んに
研究きれているもの の ､ 明確な答えは得られてい ない【55,8 ト84】o また Mrp2に 関して ､
基 質認識部位は輿 - で はなく複数存在する､ ぬるい は 活性肥や阻審など協調的に件
周すると考 える Muliiple r ec ognitio n宅デ ルも提唱されており､ それを裏付ける知見も
報告されてきている【72,76, 85-87]o しかし, イヌ Mrp2の ダルクロン酸抱合体で見られ
た､ 同 一 基質に対する2 つ の輸送サイトの存在に関しては過去に報告がなく､ 生理的
な意親を含めて興味深いものと考えられる｡
Table2-5では ､ Mrp2絶対発現慶で補正した魯基質に対する取り込み初速鹿におけ
る固有輸送クリアラン スを示し､ E217PGに対するLTC4の相対輸送クリアラン スを求め
た ｡ その 結果 , 穫間 において輸送特性に大きな種差 が認められ ､ ラットに比 べ マ ウス ､
イヌ ､ サ ルで はⅠ∬C4を輸送しやすい傾向にあることが示された｡ 過去 に示された肝臓
胆管側膜 ベシタル における虹卜およびラットでの Mrp2基 質の 相関性をみたもの で は､
ヒトで はダルクロン酸抱合体に比 べ グルタチオン抱合体の輸送が低い傾向が見られ
て いるo これらをふ奮えても､ Mrp2確聞では基 質輸送において種差 が認められるもの
の ､ 過去に報告されている動物確聞での Mrp2の 関与する胆汁緋鯉能力の絶対値の
違いを説明するに は十分とは貰えず､ 他の 因子による種差の影響が考えられた｡
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本牽で は ､ 発現系による機能解析の なされてい ない Ⅴ ウス , イヌ ､ サ ル Mrp2 の Sf9
細胞 発現系 の 伸製と機能解析､ 並びに模準抗原より算出した絶 対発現慶 で の補正
による Mrp2 鎗予の 固有輸送活性に おける種差の 検討を行い , 以下 の結果が得られ
た ｡
1. マウス ､ イヌ ､ サル Mrp2を遺伝子輿離し､ それぞれ数ケ所の S N Psを持つものの ､
Sf9細胞系におい て ､ 正しく翻訳連れ膜 に発現していることが確認できた｡
2. マウス ､ イヌ ､ サル M rp2 はラットMrp2と同様に A TP依存的にグルタチ舟ン 抱合
体およぴダルクロ ン酸抱合体を基質として輸送することが確認できた o
3･ 動物確 聞において Mrp2 の固有輸送活性に適 いが見られ ､ Mrp2 鎗予自体の梗
塞 が確認できた . 特にダルクm ン酸抱合体に 対する確聞の 適い は顕著で あり ､
Mrp2を介した薬物開梱宣伸周や ､ 副伸開発現に影響するものと考えられた.
輸送担体における壌養は Mrpl【54, 55]､ P糖蛋白【88]や Bsep[89, 90】においてもみ
られ ､ 基質の輸送特性に適い が見られたが ､ 有機ア ニオン性化合物の 胆汁緋鯉の主
要 因予である Mrp2におい ても, 基質親和性や基質間 の相対輸送クリアラン スに種差
が存在することが示された ｡
しかし今回 の 結果で は , 過去 に報告されて い る月旦汁緋鯉能力の 種差【33】や胆 汁酸
非依存性胆汁洗の種差【33-36]を説明できない ことから､ 質的な種差だけでなく､ 量的
な ､ つ まり発現畳 における種差が存在する可能性が商いことが示され た. 次章では ､
M rp2 の肝臓における発現畳の種差の検討を行 っ たo
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Mrp2 の 発現様式 に つ いて各動物種 におい て異なることが知られて いる｡ 叫 l恥
ラット【22,23, 29]. マ ウス[24】は他臓尊に比 べ ､ 肝臓における発現が高 い o - 方イヌで
紘 , 肝臓よりも腎臓および回腸における発現 が高い ことが報告されて おり【26]. 同様
な発現様式をとる動物たしてウサギが報告されて いるr25]｡ またサ ル に 関しては通 常
では発現 が ほとん ど確認で蓉ない程度で ､ タ電キシフ ェン やリファンピシンなど薬剤性
誘導条件下 におい て顕著な発現増加が確認されて いる[27]. これらは臓港間での相
対発現畳 の 比鮫により判 断されており､ 動物楼 閣における直接的な比鮫がなされて
い るわ けではない o しかし､ 動物穫閤におい て臓器分布が異なることカ､ら､ Mrp2 の 発
現におい て種差が存在する可能性は高いと思われるo
また束 自発現に関しては 血R N A之:の相関性に つ い ても様々な情報が報告されて い
るo 一 般に ､ mR N Aと蛋由発現魔の 間には良好な相関がみられ ､ 転写レベ ル の 制御
が主に関与すると思われるo - 方で翻訳 後調節として ､ 蚤 白の細胞内局在や ､ 安定
性 ､ 分解経路の 克遵など様々な因子 により細胞内蛋由畳が制御されて いることも報
告されて きて いる【91, 92]｡ この ことは特に膜蛋白の 蛋白発現盈の変化を追う上で は
考慮されるべき点である ｡
そこで榛準抗原を 軌 ヽた ､ 各動物穫での肝臓 Mrp2 蛋白発現畳の 定盤を行 い ､ 予
測され た種差 の確認を行 っ たo また mR NA と蛋白発現畳の相 関性により､ mR N A豊
から蒙 自発現魔の 予測が可能であるかを検討したo
加えて ､ 発現系における MTP2固有輸送活性の 種差と肝臓での 蒙自発現畳の違 い
から､ M rp2 が関与する膿汁排潜能力および胆汁酸非依存性胆汁流に見られた種差
の 原 因を考察した ｡
5 0
索敵樹料およぴ粛洩
とL _謎盈
S Y B R Gre e nlkit は E U 訳.O G E N T EC より購Åしたo その他の 試薬に関しては特級､
あるい は - 級を伺 いた.
3-2.
SD rat(雄性､250-3 00g)～ B A L B/c m o u se(雄性 ､3 0g 前後)を田本エス エ ル シ ー (株)
より購入したo Be agle dog肝臓およぴ crab- e a血g m ac aque肝臓は三 共株式会社より
提供していただいた ｡
迦 塵塵
ト3に準じて行 った ｡ 各軸物穣肝臓より抽出､ 精製した mR N Aを伺いて ､ 吸光度によ
る見積もりで ､ 正確畳 1pgrnR N AよりR T反応を行っ たo
Re al-tim eP C Rは E U R O GEN T E C社の S Y B R Gr e e nⅠkit(qP C R MastermiⅩ)を使用
し､ A BI P RヱZ M 7000を伺い て以下の条件により行っ た. 得られた結果は G 3P D を‖こ
対する Mrp2 の比として求め ､ 更にラットとの比較による相対値として求めたo 統計学
上 の有意養は Turkey- Kr a m erM ultiple c o mparis o nte stにより検定を行い ､ P<0.01の
時に有意差があると判断したo
2×Re a ctio nbufFe r 25pL
Forw ardprl m er 5トIL
Re v er s eprl m er 5pL
Te mplate 8.5LiL
SY B R Gr e e nl 1.5トLL
dH20
50
o
C 2min
95
o
C IO min
95℃
古o ℃
Total 50pL
Prim er:
MTP2 F 2: 5
'
- C T G A ÅTC CTCAGC T G C T G A A-3
'
Mrp2 R 6: 5
'
- A A GCGC A G G A T AT T G A A G A G-3
'
G 3PD H Fo rward:5
'
- A C A G T C C A T G C C A T CACTG C-3
'
G3PI)” R.e v er s e :3
ラ
- C T T A C T C CT TGG A G ¢C C År G-3
'
15s e e;::I
40cycle
地 鼠製
crude m e nbr a ne の調製 は Vo sらの 方法 により行 った【93].2g各種動物確 の肝臓を
bufferA(1 皿 M NaHC O3, 0.5 m M phe nylm ethylsulfo nyl nu o ride(P M SF), 5 pg/mL
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1e upeptin, 1 pghnL pepstatin, 5 p g/mL apr otinin)を加えて ､ 氷上で ハ サ罵を伺 いて 1
m m角まで細か( 切断し､ Do u m c eらho m oge niz er(gla s/glas s,lo o s epe stle)で 20回スト
m 一 夕した o ホ宅ジェネ - 卜畳に 射し 6 倍魔の buHer a (1 m M NaH C O,, 0.5 m M
P MSF)を加え懸濁した後､ ホ驚 ジヱ ネ - トサンプルとして - 部を液体窒素で瞬間冷凍
して保存し､ 残りを 1,5 00 G､ 4 oC､ 15労間遠心した. 遠心 血清をアスビレ - タ - で丁
寧に除去し､ pelietの 2･5倍魔の 70 %(w/w)su cTO Seを加ぇ､ 均 - に懸濁した後､ swing
r oto r用の 予 ユ … ブに入 れ 下 から順に 44 %(w/w)～36.5 %(w/w)su cro s eを界 面が混ざ
らない よう静か に 重層した . 100, 00G ､ 4 ℃ ､ 90分間 超遠心を行 い ､ 44%(w/w)と
3 6.5 %(w/w)su c ros e層の界面 にある中間層を回収した o 過剰慶の buffer Bを用い て
懸濁し､ 100, 00 G､ 4
o
C ､ 2 0分間超遠心を行 った ｡ 上 溝を除去し､ pellet を適当畳の
bu飽rA で懸濁し､ 25ga ugeの 注射針で3 0回 str okeし均 - 化した o 得られたサ ンプル
は cr ude m embra n e画分とした ｡
地 温藍
肝胆管膜側マ ー カ - 酵素である Alkalin epho sphatas e activityを測定し､ ホ宅ジェネ
- 卜とCr ude m e mbr a n e画分との 活性比より濃縮率を求め ､ 膜調製における精度の評
価を行っ た｡
Ass ay mixtu r e(60mM 2- amin o-2- m ehtyl- 1-pr opa n ol, 6‡nM MgC12, PH 10. )80ドL
にサン プル(ho m?ge n ate:3, 6 mg/mL, cr ude m e mbr a n e:0･6, 1･2 mg/niL)10pLを添加
し､3 7℃ ､5 労間 preincubatio nを行 ったo その 後､ 同様に preicubation した基質 5 0
m M p- N irophe nylpho sphate(p- N PP)杏lopL 添加し､ すばやく撹押した後､ 30分間
正確 に inc ubatio nした ｡ その 後､ 水冷下 10 %(w/v)trichloro a cetic a cid100pL 添加 ､
横枠し､ 反応を停止した ｡ この 混合液に l二o N NaO H 4 00pL を力絶 境辞し､ 405n mで
吸光度を測定した o Bla nk としては ､ サンプル だけを除いたものを用い たo 生成された
p- Nitr ophe n ol(p-N P)の標準液として , 0､ 40､ 80､ 120, 160､ 20 LLM を用い た検量線
により算出したo Al k alie pho spha土as e activityは単位時間およぴ単位 mg 蛋白畳あた
りに生成したp- N Pの モ ル数(n m oumg pr otein/ min)で表した o
まニ亘L 由 塵塵
ト6 に準じて行 っ たo 各動物種肝臓 ho m oge n ate, c rude m e mbr a n e､ およぴ各動物種
標準抗原 , Mrp2 の po sitiv e c ontr oltして ､ ラットca nalic ular m embra ne vesicle(C M V)
を月恥､て㌣este mblotを行 っ たo A皿ti-hu m a nMrp2axltis e urm[37拷月弘､て検出し､ 相対
的な発現比較を行 っ た . また各動物種 crude m e mbran eにおける Mrp2 の絶対発現畳
を求めるために ､ ラットおよびマウス cr ude m embrane は arlti-r at Mrp2arltiser u m[21]を､
イヌおよぴサ ル crude m e mbr a ne は a nti-hu m a nMrp2 a ntis e rum[37】で検 出し､ 標準抗
原 による検量線より算出したo
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艶壁越 野 選塾 鎚避
肝臓における Mrp2 mR N A発現魔の 比較を､ s y BR Gr e e nⅠ を 剛 壮 単定盈的
Re altim e-PC R法 にて行 っ たo 得られた結果(Figur e3-1)､ ラットに比べ ､ イヌは 2.5倍
高く, マ ウス およぴサ ル は o 3 8､ 0･42倍加バずれも半分以 下であった o これ より､ 肝臓
における MTP2 m R N Aにおいて種差が認められ たo
すでに報告され ている各動物種 血R N Aの 発現慶に関して , 種間による比鮫は実験
系の 適 い により難しい が ､ 今 回得られた結果と必ずしも相関性が見られない 可能性
が考えられたo
@
各動物種の肝臓より惟熱した ho m oge n ate およぴcr ude m e mbra n eでの w e ste rnblot
の鰭果(Figure3-2)～ po sitive c o ntr oほ して 剛 ､たラットC M Vにおい て ､ 190 kD a 付近
に Mrp2由来の バ ンドを確認することができた ｡ この 位置とほ ぼ同じ位置に ､ 全ての動
物種 の cr ude m e mbr a n eで Mrp2由来と思われるバンドが確認された｡ しかし､ ラットや
マ ウス に比 べ , イヌとサ ル におい ては発現 が著しく少なか っ た. 膜調製の韓歴として
Alk al ine pho sphatas e a ctivity の 濃縮率を算出したところ､ ホ号 ジェ ネ - 卜と比 べ て
2･4-4･3 倍程度と近い値を示したことから､ ほ ぼ同質の膜であると判断した(Table 3)o
絶対発現畳を算出したところ､ ラットに対してマ ウス では約 1/3 の 発現畳と推測され ､
イヌおよぴサ ル は検量線外 の検出限界値を下 回る畳と判断し､ 肝臓に おける M叩2
の 発現盈 には非常に 大きな種差が認められた . 膜調製 の精度である濃縮率を考慮し
ても､ イヌ およぴサ ル では発現慶が極めて低いものと考えられた｡
今回発現系での結果から Mrp2 の 固有輸送活性 , および肝臓における MTP2 発現
慶 において いずれも犠差が確認された o 過去に経験的に知られて いた胆汁緋鯉能力
の種差が ､ 主 に Mrp2 に関するどちらの種差に起因しているの かを評価するために ､
過去 に報告され ている肝臓胆管側膜ベ シタル へ の Mrp2基質輸送活性との 相関性を
調 べ た(Figu ∫e 3-3)[33]. 同じくグルタチオン 抱合体である LT C4 の 固有輸送活性と
D N P-S Gによる C M V- の輸送タノアラン スとの相関は見えず､ むしろ肝臓における
Mrp2蛋 白発現塵と良い相関性が見られた .
同様に Mrp2が深く関与すると考えられる胆汁酸非依存性胆汁洗(B SIF)に見られる
種差との相関性を検討した(Figu re 3-4)[33-36]o マ ウス における B SIFの 報告がなか
つ たため , 各動 物種間 に て膿汁流に 対す る胆 汁酸非依存性胆汁流 の寄与率が
45…65 %とほ ぼ同程度であっ たことか ら､ マ ウス の 胆汁涜に対する 45- 65 %の寄与率
にあるものと仮定して 相 関性を比鮫した｡ 先と同様に ,Ⅰ∬C4 の 固有輸送活性との 相
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関は見られず, M rp2 蛋由発現慶と良い相 関性が見られたo
この ことから､ 各動物種 に見られる Mrp2gこよる基質薬物の胆汁排鯉能力の種差お
よぴ BSIFとの 種差 駄 主に Mrp2 蛋由発現慶の種差で説 明閤観であると考ぇられ
たo
- 方 ､ Mrp2 に関して は mRN Aた蛋白発現慶に 掛ナる相 関が取れないことが示され
た o 同様に mR NA と蛋 白塵での相関性がない報告があるo 菌体外轟寮 L P S誘発性
の M叩2 の 発現低下 に関して ､ 肝スライス におい てラットでは速やか に mR NÅ および
蛋白が低 下するの に射し､ ヒトでは蛋白の 減少 はみられるものの ､ mR N Aが L P S曝
露後 24時間経過しても維持され ､ 鮒 とラットにおい て違い が見られてい る[913｡ この
原因として ､七卜において は転写後調節による影響が大きい可能性が示唆連れて いる｡
ラットにおい て は胆管側膜近傍 の 細胞 質コ ンパ - トメントが ､ M叩2や Bsepのプ - ルと
して機能してい るとの報告もあり[93-98]､ Mrp2 の細胞 内動態にも種差 が存在する可
能性も考えられる｡
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本牽で は ､ 各軸物種での 肝臓に おける Mrp2 の m汲N Aおよぴ蒙由発現魔 の 比較を
行い ､ 以下 の結果が得られた.
1. 各動物確で の 肝臓における Mrp2の mR N A患および輩由発現畳に大きな種差 が
存在することが示された｡
2. Mrp2 に お い て mR N A盈と蛋由発 現盈 が感ずしも相 関しない ことが 示され ､
mR N Aから蛋白発現慶を予測する際には注意が必要で換ると脅えられたo
各動物確での 肝臓における Mrp2の mR N Aおよぴ蛋由発現畳に種差が見られ ､ 特
に菜 由発現盈に おい て 大きな種差が確認された . 過去 に報告されている M叩2 a)関
与する種差は ､ 主に発現漫によるものた考えられた｡
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実験動物より得られた動態特性や毒性デ - 車を卿 郡二転卜へ と外陣するかが大きな
課題であり, 種差は常に問題として取り上げられ て いる. 胆汁排鯉経路に おし
■
､ても種
差は漠然と経験的に知られ てい るものの ､ 科学 的根拠による裏付けがない のが現状
である｡ 胆汁緋鯉 において主要な役割を果たして いる Mrp2 に費目して ､ この種差が
何に起因しているか の解明を試みた ｡
穫間を比較する手段として Mrp2 の絶対発現 畳を算出する方法を確立した. これよ
り Mrp2鎗予 の 固有輸送活性を調 べることが可能になり, 骨の緒果 Mrp2分 子の 固有
輸送時性に おいて種差 が存在することを明らかにした o
また肝臓における Mrp2蛋白の発現畳を定量したところ､ 動物穫間で10倍以 上 の差
が 明らかとなり､ Mrp2 蕉由併 発現盈に非常に大きな種差があることを示した o この 塞
由発現盈 の 種差 は､ 過去に報告されてい る Mrp2基質薬物の 胆汁緋鯉髄に見られた
種差を説明しうるもの であり､ 生理学的観点からみた Mrp2 の 深い 関与が示 唆されて
いる胆汁酸辞依存胆汁流の種差とも - 致することが示された o
Mrp2 の 固有輸送活性および基質親和性に見られた種差 ､ 特にダルクmン酸抱合
体に対する輸送時性の 種差は ､ 実験動物か らと卜 - の 薬物膿汁緋鯉能 の 予測 や
Mrp2 の 関与する薬物間相互作周 ､ 毒性発現の 予測に重要な知見となるものと考え
られた｡
本研究 で得られた知見 は ､ 医薬品開発過程 において経験 的で漠然として い た胆汁
排鯉 における種差に関して明確な答えを与える 一 方 ､ 各種 Mrp2 の 発現 ベシタル は
Mrp2を介する薬物間相互作用 , 毒性発現予測 における有用なツ - ルとして期待され
る｡
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監序論ヨ
生体内老廃物およぴ薬物 q轟物などの異物は ､ 主に肝臓における代謝 4 抱合反応
を経て体外緋鯉経路 - と進むo この体外緋鯉経路は尿中緋鯉およぴ胆汁緋鯉経路
の 2檀紙に分頼され ､ チトクロ ム P450 の関与する第 - 相解毒､ グルタチオン ､ ダルク
ロ ン酸 ､ 硫酸抱合酵素等の関与する第ニ相解毒に 引き続蓉､ 最終的に体外 ヘ 排出し
て解車を完了する第三相解轟段階として位置付 けられる｡ 抱合 代謝物の 多くは親化
合物と比較して水溶性を増すが､ 骨の細胞膜透過 には輸送担体が必要と考えられるo
特に 有機ア ニ オン 性化食物の 胆 汁緋鯉過程 に は ､ Multidrug re sita n ce as s o ciated
pr otein 2(Mrp2/M RP2)が広く関卑することが示されている｡ Mrp2 は ､ 少なくともラット
におい て は肝臓に愚も発現が高く､ 肝臓胆管側膜に局在し, A TP加 永分解エ ネル ギ
ー を直接の 駆動 力として有機ア ニ卦ン性基質を濃縮的に胆 汁申 ヘ と緋鯉する - 次性
能動輪送担体であるo また Mrp2 は ､ 基質となる薬物の血 中消失 ､ 胆 管組織 ヘ の移
行性, 腸管循環の 受 けやすさに大きな影響を及ぼすの みならず, 還元型グル タチオ
ン や抱合型ビリル ビン の重要な胆汁排池ル - トであることカ､ら､ それぞれ恒常的な胆
汁流生成 ､ 発症の 発現にも深く関卑するo このように Mrp2 は薬物動態学的な観点と
生理学的観点の 両面 から重要な蛮白と捉えられている｡ 幅広い動物種でその存在が
機能的 ､ あるい は遺伝子レベ ル で確認され ､ ラット､ ヒ卜 Mrp2を中心に基質輸送特性
が調 べられ ､ 多くの 知見が得られ ている ｡ 一 方で ､ 興味深い ことに有機ア ニ オン性化
食物 の 胆汁緋鯉能力に は大きな種差 が示されている｡ また､ ･体重当たりの 胆汁流量 ､
特に Mrp2が関与すると思われる胆汁酸非依存性胆汁流にも大きな種差が存在するo
この ように胆汁緋鯉 における種差は広く知られ ている事実であるにも関わらず､ その
原 因の詳細は不明である｡ そこで本研究で は ､ 乗だ機能解析がなされて いない動物
種のうち､ マ ウス , イヌ ､ サ ルの Mrp2発現系を新たに構築し､ 蛋白固有の輸送能力と
輸送親和性を比較し､ さらに肝臓における蛋白発現畳を考慮することで ､ 有機ア ニ オ
ン性化合物の月郎十緋鯉能力種差の要 因を明らか にすることを目的としたo
L 戯 塵立
抗原抗体反応は特異性が高く､ 感度の 良い検出方法として用いられる｡ 一 方で抗
体 は似て いるものを認識する交叉性を有する｡ 動物種 間における Mrp2 のアミノ酸相
同性は高く(77- 96 %)､ 現有する Mrp2 杭血清の抗原認識部位である力ルポキシ末端
におい ても同様の相 同性が見られる｡ そこで 抗体の有する交叉性を利用 した検出と
共 に , 相対 的あるい は絶対発現豊 の 定量が可能でぬるかを検討したo
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監方法3虻卜､ ラット､ ∇ ウス ､ イヌ及びサル Mrp2のカルポキシ宋端約53ア宅ノ酸をコ
ー ドするcD NA を各動物の 肝臓 mR N AよりR 甘･PC R法 で増噺 輿離し､ マ ル ト ス結
合蛋由融合ベタ争 - PM A L- C 2v e ctor に組 み換えたo 大腸菌 D H 5α[=発現させた配
合蛋白(以下 ､ 嬢準抗原)を c B B飴色により確認し､ 既知濃度の 串血清アル ブミンと
の相対比軟から蛋白畳を求め た. ラット及び虹トMrp2のカルポ卑シ末端12ア畠ノ敢を
免疫して得られたウサギ抗血清(抗ラット Mrp2 抗血清およぴ杭掛 Mrp2 抗血清)杏
伺 い ､ これら標準抗原に対する検出効率をウエ スタンブロツ卜法にて算出したo
監結果 也 考察ヨ件製した襟準抗原は全て理翰通L)の約 48k Da の位置に確認されたo こ
れらの標準抗原申に存在する Mrp2 加レポキシ末端 12ア宝ノ酸配列 は､ 動物礎間で
8 - 10ア笠ノ酸まで 一 致し､ 相同性が高い . 杭ヒ卜 Mrp2 抗血清のそれぞれ の標準抗
原 に対する反応性は ､ ヒ卜(lo ‰)>>イヌ(33.3 %)>>ラット(12 %)>サ ル(iO %)､ マ ウス
(7 %)､ また抗 Rat Mrp2 抗血清の 反応性 は ､ ラット(loo‰)>> マ ウス(45 %)> >t:ド
(1 %)>イヌ(0.6 %)､ サ ル(0.5 %)であっ たo 反応性は大きく異なるもの の ､ いずれ か の
抗 Mrp2 杭血清によっ て Mrp2蛋白の絶対発現盈が定盈できると考えられた.
瑚 4弘豊虹地盤遡腰塵塵塵
薬物排滑髄だけでなく胆汁酸非依存性膿汁流生成など生理的にも重要な役割を
果たす Mrp2 の 発現は幅広い動物種で確認され ､ いくつ かは全長 cD NA 配列が報告
されている｡ 一 方 ､ 発現 系による Mrp2の機能解析に関しては ､ 2004年 12月現在 ､ ヒ
卜､ ラット, ウサギ､ ガンギエ イにとどまって いる｡ そ･ こで実験動物として 汎用されて いる
マ ウス ､ イヌ ､ サ ル における Mrp2 の 機能解析をSf9細胞発現系にて行 い ､ 各動物種
Mrp2の輸送特性およぴ発現畳補正による固有輸送活性を求めることで Mrp2由体の
種差がどの程度あるかを検討した｡
監方法ヨ各動物種の 肝臓よりniR N Aを単離 d 精製し､ R T-P C R法にて各動物種 Mrp2
の 全長 cD N Aを得た. 遺伝子配列を確認後､ B A G- T O･B A C ba culo vir u s e xpr e ssio n
system を用 いて Sf9 細胞発現系を作製したo 各動物種 Mrp2 発現 Si9細胞より膿画
分を単離し､ 発現畳 の定量 ､ Mrp2 基質のうちグルタチオン抱合体として Ieukotrie n e
c4(LT C4)､ ダルクロ ン 酸抱合体として 17L3- e str adiol 17-(a- D-glu c ur o nide)(E217B G)杏
用 い て輸送特性を調 べ た｡ 比鮫として既に機 能解析の なされているラット Mrp2 発現
膜ベシタルを陽性対照に ､ Gree n 鮎 o re s c ein pr otein 発現膜ベシタル を陰性対照に用
いた ｡
【結果 g 考察ヨ増幅された各動物種 Mrp2 の 全長 cD N Aの塩基配列を確認したとこ
ろ ､ 過去 に報告されて いる塩基配列と比較して いくつ か の 変異箇所が認められた｡ マ
ウス Mrp2 に関しては 3 つ の配列が報告されて おり､ 今回得られた cD N Aの配列で
の 11ケ所 の 変異 は3 つ の 配列申に見られるい ずれかの組 み合わせ で説 明可能であ
っ た. 一 方､ イヌおよぴサ ル Mrp2 の cD N Aの 配列におい てもそれぞれ 7およぴ10ケ
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所 の変興が確認された｡ 各動物穫 の 変異部位に関してはd 汝e cts eque n c e法におい て
も同 - 部位に変異が認められたことから､ これらは s N Ps で叡ると判断した o
これらの遺伝子を Sf9細胞 に導入し膜画分を単離したところ, 全て の動物穫におい
て約 170kDa 付近 に 発現 蚤由が確認されたo 肝臓に おける Mrp2 の 分子盈 は約
190kDa とされ て いるが ､ sf9細胞におじ､ては糖鎖修飾が不完全であることが報告さ
れて い るo また既 に報告済み助 ラット Mrp2 でも同位置 に発現が確認され て いること
から､ これらの穫に おい ても糖鎖修飾は不完全ながらも全長が翻訳され膜 へ 発現し
ているもの む考えられた o また各 Mrp2 発現膜ベ シタル における Mrp2 の 絶対発現畳
は先述の抗血清と頼準抗原を軌 鳩 ことで算出され ､ 各動物種 Mrp2 間で ほぼ同程
度の 発 現畳を有する sf9細胞膜 ベ シタル が得られ て い ると確認された(261- 524
pm oI Mrp2/mg pr otein).
これら Mrp2 発現膜ベ シタルを月恥､て ､ 興型的な Mrp2 基質であるグルタチオン抱
合体(L T C4)とグルクm ン酸抱合体(E217瓜G)を 軌 ､て輸送活性を調べ た o
各動物穫 Mrp2 発現膿ベ シタル におい て ､ 両基質ともに経時的 ､ 及び A T P依存的な
取り込 み が確認された ｡ 両 基質の 取り込 み初速鹿にあたる 30秒での輸送量を各
Mrp2 発現膜ベシタル で の発現畳で補正 した結果 , 動物種 闇で各基質の 固有輸送能
力に適いが認められたo すなわち､ ラットMrp2に比べ マ ウス ､ イヌ ､ サル Mrp2はグル
タチオン抱合体に対する輸送能力が高く､ 一 方マ ウス ､ サル Mrp2 はダル クロ ン酸抱
合体に対する輸送能力が低 い傾向が見られた｡ 濃度依 存性解析から､ LT C. に 対す
る輸送の K m 値はいずれの 動物種においても近い佳を示した(K m - 0,53- 2.1pM). -
方 ､ E21 7βG で は各動物種 において大きな適いが見られたo すなわち､ イヌ M呼2にお
い ては K m 値3･3pM の高親和性部位に加え ､ 少なくとも75pM では飽和しない 低親和
性部位 の存在が 示唆され ､ トレ - サ - 濃度下 における輸送全体に対する低親和性部
位の寄与率が 6 割以上と見積もられた｡ またマ ウス ､ サ ル Mrp2 におい ても､月弘､た
E21 7L3G最高濃度(75pM)において全く飽和が見られず､ E217B Gに対して非常に低親
和性な輸送体であると捷測された. そこで少なくともラットMrp2の基質であることが報
告 さ れ て い る ダ ル ク ロ ン 酸 抱 合 体 の う ち ､ よ り 溶 解 度 の 高 い
4- m ethylu mbe11iferyトB- D -glu c u r omi de(4- M UG)を用いて E217瓜Gの取り込み に対する
阻寄集験を行 った . そ･の結果､ イヌ Mrp2 におい て IC50- 70pM 程度の部位 に加え,
0.9 血M でも飽和しない 低親和性部位の存奄が婁付けられ ､ それぞれの 部位の 寄与
率はおよそ1:1であった ｡ またマウス ､ サ ル Mrp2 に関しては o.9mM においても全く
阻害が見られなか っ たo 以上より､ グルタロ ン 酸抱合体に対して はラット以外 の 動物
様に おいて 非常に低親和性の輸送 サイトが存在し､ その 寄 与率も確聞で大きな差が
あるものと推察された｡
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以止より､ 発現系を軌 ＼た固有輸送活性の 比披から､ ダルクm ン酸抱合体の輸送
親和性､ 基質間の相対輸送能力に種差 は観察きれたもの の ､ 過去に報告されて いる
有機ア ニ 軒ン 性化合物の 胆 汁緋鯉能力の 種差を説明することはできないと考えられ
た o 骨こで MTP2 の 肝臓における niR NA, 及び輩由発現畳を比較検討することにし
た ｡
監方法ヨラット､ マ ウス ､ イヌ ､ サ ル の 肝臓を摘出し 一 度凍結させた後､ mR N Aの単
軌 精製及び絶勝画分 の調製を行 ったo mR NA 畳に関して はリア ルタイム PCR 法を
頗托､て各動物種 Mrp2 mR N A慶を比較した. また蛋由発現盈に関して は粗膜画分と
標準抗原を剛 ､たウエ スタンブロツ卜法により定量した . また粗膜画分 の檎製度は胆
管側膜マ - か - 酵素であるアルカリホス ファタ - ゼ活性の濃縮率により評価した.
監緒 熟 考察ヨG 3 P D H発現盈で補正後の各動物種 Mrp2 mR N A発現塵に顕著な適
い は見られなかっ たo - 方 ､ 粗膜画 餅 ニおける Mrp2 蛋白の 発現畳を比敬したところ､
ラットに比 べ マ ウス では約1/3程度､ イヌ及びサル では検出限界 以下程度(約 1/10以
下)の 発現と見構もられた｡ このとき粗膿画分の精製度は 2.5 - 5.0 倍の 範囲であり､
確 聞で大きな差 は見られなか っ た｡ Mrp2 mR N A盈と蚤自発現盈に相関性が見られ
なか っ たことから､ Mrp2 に関しては mR N A愚から蛋白発現畳を予測する際に は注意
が盛宴 で象ると考えられた . 肝臓における Mrp2
-
i 自発現畳には大きな種差が存在し､
これ は過去 に報告され てい る有機ア ニ オン 性化合物の 胆汁排池能力 ､ 及び胆汁酸
非依存性胆汁流の 種差とほ ぼ - 致することが確認きれた.
【総括退
これまで有機ア ニオ ン性化合物の胆汁緋鯉能力に関して ､ 鞠在する文献情報など
から種差が予想されて い たもの の ､ その分子機構の詳細は不明で あった ｡ 今回行 っ
た各種 Mrp2 蛋白の 肝臓における絶対発現畳を考慮し､ か つ 同 - の薬験条件下で
種 々 Mrp2 の 固有輸送活性を比敬した解析結果より､ その種差 は主に蛋白発現畳の
差で説明できることが初めて示された ｡ この 結果は薬物胆汁梯津髄の種差だけでなく､
生 理学的観点から見た胆汁酸非依存性胆汁淀生成の種差をも説明できうる重要な
知見と考える｡
一 方で ､ Mrp2･の 固有輸送活性や基質親和性にも少なからず種差が認められ ､ 実
験動物からt:トへ の 薬物胆汁緋鯉能力の 予測 や ､ Mrp2 を介した薬物間相互作用の
予測 に重要な情報となりうる｡ 特に ､ ダルクロン酸抱合体で みられた親和性の 違い は
薬剤性発癌感受性の種差 に繋がる可能性も含み興 味深 い o 今 回伸製した 一 連 の
MTP2 発現系 は, 新規医薬品の動 態試験 , 毒性試験で 常に考慮されるべき穐差の 問
題 に対して , より理姶的な回答を尊えるものと期待される｡
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